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„Transient Receptor Potential“-Kan�le (TRP-Kan�le) bilden
eine der grçßten Ionenkanalfamilien im menschlichen
Genom und sind als vielseitige zellul�re Sensoren an der
Wahrnehmung von Schmerz, W�rme und K�lte, scharf
schmeckenden Substanzen, sowie von Druck beteiligt.[1]

Dar�ber hinaus sind sie im Sehprozesse involviert und sind
mçglicherweise f�r die Regulation des Tag- und Nacht-
rhythmus in S�ugetieren verantwortlich.[2] Mitglieder dieser
Ionenkanalfamilie nehmen damit eine zentrale Rolle in der
Sinnesphysiologie wahr, deren gesamtes Ausmaß noch nicht
absehbar ist. Zudem sind TRP-Kan�le an der Regulation von
gastrointestinaler Motalit�t, absorptiven und sekretorischen
Prozessen, Blutfluss und mucosaler Homçostase beteiligt.[1a]

Mittlerweile ist bekannt, dass mehrere Krankheiten durch
TRP-Kanal-Genmutationen hervorgerufen werden.[1a] All
dies lçste in j�ngster Zeit intensive akademische und indu-
strielle Forschungsaktivt�ten aus, die bereits mehrere mole-
kulare Sonden und Arzneimittelkandidaten lieferten.

Der Vanilloid-Rezeptor 1 (TRPV1) ist einer der wich-
tigsten und am besten erforschten Repr�sentaten der Fami-
lie.[1] Als nichtselektiver Kationenkanal ist er wie die meisten
TRP-Kan�le permeabel f�r Ca2+ und unterscheidet nur ge-
ringf�gig zwischen Mono- und Dikationen.[3] TRPV1 ist
haupts�chlich in schmerzwahrnehmenden Neuronen expri-
miert, z. B. im Hinterwurzelganglion (dorsal root ganglion,
DRG) und Trigeminusganglion (TG), sowie in spinalen und
peripheren Nervenenden und in der Hornhaut.[1c] Normaler-
weise befindet sich der Kanal in der Plasmamembran,
manchmal jedoch wird dieser auch in intrazellul�ren Mem-
branen (z. B. sarko-/endoplasmatisches Retikulum) gefunden,
wo er als Kanal zur intrazellul�ren Freisetzung von Ca2+

fungieren kçnnte.[4] Aktivierung von TRPV1 resultiert in der
Wahrnehmung von starkem Schmerz, z.B. bei einer Ver-
brennung. Der Kanal eignet sich daher als vielversprechendes
Ziel zur Entwicklung potenzieller Analgetika. TRPV1 wird
durch mehrere chemische wie physikalische Reize stimuliert,

z. B. durch Spannung,[5] Hitze,[6] Capsaicin,[6a] Spinnentoxi-
ne,[7] niedrige pH-Werte,[8] verschiedene Fetts�uren wie das
Endocannabinoid Anandamid,[9] und er wird durch Phos-
phorylierung potentiert.[10] Trotz dieser multimodalen Akti-
vierungsmechanismen reagiert TRPV1 nat�rlicherweise nicht
auf Licht.

In den letzten Jahren haben wir grundlegende Methoden
zur optischen Kontrolle von Rezeptorproteinen entwickelt,
indem wir einen photoschaltbaren Liganden entweder kova-
lent an einen Rezeptor anbrachten (photoswitchable tethered
ligand, PTL), oder diesen frei diffundieren ließen (photo-
chromic ligand, PCL).[11] Beide Konzepte haben wir an
spannungsabh�ngigen Ionenkan�len angewendet, um Herz-
schlag,[12] Schmerzwahrnehmung[13] und Lichtwahrneh-
mung[14] in verschiedenen Tieren zu kontrollieren. Dar�ber
hinaus ist es uns gelungen, nikotinische Acetylcholinrezep-
toren[15] sowie ionotrope[16] und metabotrope Glutamatre-
zeptoren[17] in k�nstliche Photorezeptoren umzuwandeln.
Erst k�rzlich konnten wir lichtschaltbare An�sthetika basie-
rend auf Propofol entwickeln,[18] die GABA-induzierte
Chloridstrçme lichtabh�ngig potenzieren. Hier berichten wir
nun �ber die Entwicklung von Photoschaltern, durch die
TRPV1-Kan�le effektiv zu Photorezeptoren umfunktioniert
werden.

Unsere Studien basieren auf der hochentwickelten Phar-
makologie von TRPV1, die in Abbildung 1 skizziert ist. Das
Vanillaminderivat Capsaicin (CAP), verantwortlich f�r die
Sch�rfe von Chilischoten, ist der bekannteste TRPV1-Ago-
nist.[6a] Das deutlich komplexere Diterpenoid Resiniferatoxin

Abbildung 1. Agonisten und Antagonisten von TRPV1 und ihre pho-
toschaltbaren Derivate ABCTC und AC1–6 (untere Reihe).
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(RTX), isoliert aus dem Kaktus Euphorbia resinifera,[19] wird
als die sch�rfste bekannte Substanz angesehen. Der kompe-
tetive Antagonist Capsazepin (CPZ) wurde 1994 durch
Sandoz bei der Untersuchung der Struktur-Aktivit�ts-Bezie-
hungen (SAR) von CAP entdeckt.[20] Die bis heute spezi-
fischsten TRPV1-Antagonisten sind jedoch BCTC und thio-
BCTC.[21] BCTC wurde durch SAR-Studien 2003[22] entdeckt
und ist seither zum meistverwendeten TRPV1-Antagonist
avanciert. Die antagonistischen Effekte von BCTC sind dem
CPZ bei CAP-Aktivierung von TRPV1 �berlegen, wie auch
bei der Aktivierung durch niedrige pH-Werte.

Capsazepin und BCTC beinhalten einen Phenylring mit
Chlorid- bzw. tert-Butyl-Substituenten in para-Position be-
z�glich des Restmolek�ls. In beiden F�llen war bekannt, dass
diese Substituenten bis zu einem gewissen Grad ver�ndert
werden kçnnen, ohne die Aktivit�t vollst�ndig zu verlie-
ren.[20b, 22] Daher nahmen wir an, dass die Phenylringe zu
Azobenzolen erweitert werden kçnnen, in der Hoffnung, dass
deren cis- und trans-Konfigurationen Antagonisten mit un-
terschiedlicher Effizienz ergeben. Anhand dieser �berle-
gungen entwarfen wir Azobenzolderivate von CPZ und
BCTC, die wir Azo-Capsazepines 1–6 (AC1-6) und Azo-
BCTC (ABCTC) nennen und welche eine gewisse Band-
breite photophysikalischer und pharmakologischer Eigen-
schaften abdecken sollten.

Die Synthese von AC4, welches sich sp�ter als unsere
n�tzlichste Verbindung herausstellte, ist in Schema 1 gezeigt
(f�r die Synthesen aller anderen AC-Derivate, siehe die
Hintergrundinformationen). Zun�chst wurde Amin 1 als tert-

Butylcarbamat gesch�tzt und das so erhaltene Anilin 2 zum
entsprechenden Nitrosoderivat oxidiert. Dieses wurde sofort
in einer Mills-Reaktion mit 4-(Trifluormethyl)anilin umge-
setzt, wodurch Azobenzol 3 erhalten wurde. Entsch�tzung
der Boc-Gruppe ergab das freie Amin 4, welches mithilfe von
1,1’-Thiocarbonyldi-2(1H)-pyridon in das entsprechende
Isothiocyanat 5 �berf�hrt wurde. AC4 wurde schließlich
durch Addition der Verbindung 5 an das Azepin 7 erhalten,
das zuvor in acht Stufen ausgehend von Isovanillin 6 auf Basis
einer modifizierten Literaturvorschrift synthetisiert wurde
(siehe die Hintergrundinformationen).[23]

Die Synthese von ABCTC begann mit der Kupplung des
Anilins 8 mit 4-Nitrophenylchlorformiat. Das so erhaltene
Carbamat 9 wurde dann mit 1-(3-Chlorpyridin-2-yl)piperazin
umgesetzt und ergab ABCTC (Schema 2). Eine Kristall-
strukturanalyse von ABCTC illustriert die Bedeutung des o-
Chlorsubstituenten, duch den der Pyridinring aus der Ebene
des Piperazinrings gezwungen wird.[24]

Als n�chstes testeten wir unsere Verbindungen auf ihre
Aktivit�t als Antagonisten durch Elektrophysiologie in tran-
sient mit TRPV1 transfizierten HEK-Zellen. Dabei nutzten
wir zun�chst die Spannungsempfindlichkeit von TRPV1.[5]

Unsere Studien ergaben, dass alle sechs AC-Derivate als
TRPV1-Antagonisten bei Konzentrationen von 5–100 mm

fungieren. Das Trifluormethylderivat AC4 erwies sich dabei
unter allen Azo-Capsazepinen als der beste photoschaltbare
Antagonist. Unter den Bedingungen der Spannungssteuerung
wirkt es als trans-Antagonist, d.h. es reduziert spannungsak-
tivierte TRPV1-Strçme st�rker bei Bestrahlung durch 440 nm
als in der cis-Form bei 360 nm (Abbildung 2a,b). �ffnung des
Kanals durch Depolarisation auf +200 mV ermçglicht die
schnelle und vollst�ndig reversible Inhibierung von TRPV1-
Strçmen > 1 nA durch Bestrahlung der 100 mm AC4 enthal-
tenden Badlçsung mit der entsprechenden Wellenl�nge
(Abbildung 2c).

Schema 1. Synthese von AC4, das durch Bestrahlung mit Licht der
Wellenl�nge 360 nm von seiner trans-Form zur cis-Form isomerisiert;
R�ckisomerisierung erfolgt durch 440 nm. Boc= tert-Butyloxycarbonyl,
DMAP= 4-Dimethylaminopyridin, TCDP =1,1’-Thiocarbonyldi-2(1H)-
pyridon, TEA = Triethylamin.

Schema 2. Synthese von ABCTC und dessen Kristallstruktur in der
trans-Konfiguration; transQcis-Isomerisierung durch Bestrahlung mit
370 nm bzw. 470 nm. NPC = 4-Nitrophenylchlorformiat, py = Pyridin.
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Im Unterschied zu AC4 blockte das BCTC-Derivat
ABCTC mehr TRPV1-Strom in der cis-Konfiguration (bei
370 nm) als in der trans-Form (bei 470 nm; Abbildung 2d–f).
ABCTC fungiert daher als reversibler cis-Antagonist. Die I/
V-Kurven von AC4 und ABCTC erscheinen �hnlich, wobei
beide Antagonisten �ber 20% des maximalen Stroms in der
entsprechend aktiveren Form blockieren (trans-AC4 bzw. cis-
ABCTC).

Nachdem die Spannungsaktivierung der Kan�le unter
nichtphysiologischen Bedingungen erfolgt, untersuchten wir
als n�chstes den Effekt unserer
photoschaltbaren Antagonisten
auf CAP-induzierte TRPV1-
Strçme mithilfe eines Ca2+-Lu-
mineszenzassays. W�hrend
AC1–3 und AC5–6 nur geringe
antagonistische Effekte bei
Aktivierung durch 1 mm CAP
zeigten (IC50-Werte > 50 mm,
siehe die Hintergrundinforma-
tionen), waren AC4 und
ABCTC deutlich aktiver. Wir
erhielten IC50-Werte von (3.1�
0.6) mm f�r AC4, verglichen mit
(0.2� 0.06) mm f�r CPZ bzw.
(12.8� 0.7) mm f�r ABCTC,
verglichen mit (0.2� 0.6) mm f�r
BCTC (Abbildung 3a,b).

Daraufhin untersuchten
wir, ob es mçglich ist, auch
CAP-induzierte TRPV1-
Strçme durch AC4 oder
ABCTC in lichtabh�ngiger
Weise zu regulieren. W�hrend
mit ABCTC keine �nderungen
durch Licht festgestellt werden
konnten, ließ sich der antago-

nistische Effekt von AC4 in dieser Weise effizient modulieren
(Abbildung 3c).

Eine Puff-Applizierung von 100 nm CAP auf transient mit
TRPV1 transfizierten HEK-Zellen in 1 mm AC4 enthaltender
Badlçsung f�hrte zu starker Zunahme des TRPV1-Stromes,
der durch Bestrahlung mit Licht der Wellenl�nge 360 nm bis
zu 82% reduziert werden konnte. Durch Bestrahlen mit
440 nm konnte der urspr�ngliche CAP-induzierte Strom
wiederhergestellt werden (Abbildung 3c). Dieser Prozess ist
vollst�ndig reversibel. Statistische Analysen (n = 8, P = 0.01;

Abbildung 2. a) I/V-Kurven von spannungsaktivierten TRPV1-Kan�len in 20-mV-Stufen auf bis zu + 180 mV unter Bestrahlung mit 440 nm (blau)
und 360 nm (magenta) von 100 mm AC4 (normalisiert auf Imax; n = 6). b) Repr�sentative Einzelmessung aus (a). c) Photoschaltzyklen durch
Wellenl�ngenmodulation bei + 200 mV mit 100 mm AC4. d–f) Entsprechende Daten f�r 10 mm ABCTC durch Bestrahlung mit 370 nm (lila) und
470 nm (t�rkis).

Abbildung 3. a) Dosis-Wirkungs-Kurven von AC4, im Vergleich zu CPZ; n = 5. b) Dosis-Wirkungs-Kurven
von ABCTC, im Vergleich zu BCTC; n = 5. c) Photoschaltbarkeit von CAP-induzierten TRPV1-Strçmen
(100 nm CAP) durch AC4 (1 mm) durch Wellenl�ngenmodulation zwischen 440 nm und 360 nm (Halte-
potential �60 mV). d) Statistische Analyse von photoschaltbaren, CAP-induzierten TRPV1-Strçmen durch
AC4 (orange= Median). Die Differenz ist signifikant (P = 0.01, Students t-Test, n = 8). e) Keine Photo-
schaltbarkeit von CAP-induzierten TRPV1-Strçmen in Abwesenheit von AC4 (n = 5).
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Students t-Test) lieferten einen Photoschaltindex (photo-
switching index; definiert durch das Verh�ltnis der Stromzu-
nahme nach CAP-Aktivierung bei 360 nm bzw. 440 nm) von
49% (Abbildung 3d). In einem Kontrollexperiment (Abbil-
dung 3e) konnte gezeigt werden, dass Licht alleine, d. h., in
Abwesenheit des photoschaltbaren Antagonisten, keinen
Einfluss auf den CAP-induzierten Strom hat.

Bemerkenswerterweise fungiert AC4 als cis-Antagonist
bei CAP-Induktion von TRPV1-Strçmen, wohingegen es bei
Spannungsaktivierung als trans-Antagonist in Erscheinung
tritt. Dies mag zun�chst paradox erscheinen, deckt sich
jedoch mit der Beobachtung, dass Agonisten mit TRPV1 auf
zustandsabh�ngige Weise wechselwirken, und dass bestimmte
Antagonisten spezifische Agonisten unterschiedlich gut
hemmen kçnnen.[25] Unsere Studie erçffnet daher neue
Mçglichkeiten zur Entwicklung modalit�tsselektiver Ant-
agonisten, die mçglicherweise dabei helfen kçnnen, unge-
wollte Nebenwirkungen von Analgetika zu vermeiden.

Zusammenfassend haben wir eine Methode zur optischen
Kontrolle von TRP-Kanalaktivit�t mithilfe von Azobenzol-
derivaten der TRPV1-Antagonisten Capsazepin (CPZ) und
BCTC entwickelt. Die sechs CPZ-Derivate AC1–6 wurden
synthestisiert, unter welchen sich das Trifluormethylderivat
AC4 als die n�tzlichste und interessanteste Verbindung her-
ausstellte. AC4 fungiert als trans-Antagonist bei Spannungs-
aktivierung von TRPV1 und als cis-Antagonist bei Stimula-
tion durch Capsaicin (CAP). Ein anderes Azobenzolderivat,
ABCTC, ist ebenfalls als cis-Antagonist nach Spannungsak-
tivierung von TRPV1 wirksam, hatte jedoch keinen lichtab-
h�ngigen Einfluss auf CAP-induzierte Strçme. Unsere pho-
toschaltbaren Verbindungen bieten einen weiteren Aktivie-
rungsmodus f�r TRPV1-Kan�le und ermçglichen es, TRP-
Kan�le mit Licht zu steuern. Insofern erg�nzen sie das k�rz-
lich beschriebene photochemisch aktive Molek�l „Optovin“,
welches an TRPA1-Kan�le �ber einen anderen Mechanismus
wirkt.[26] Unsere beste Verbindung, AC4, zeigt, dass ein pho-
toschaltbarer Antagonist und ein Agonist gemeinsam ver-
wendet werden kçnnen. Dies erweitert den Anwendungsbe-
reich der Photopharmakologie und erçffnet eine neue funk-
tionale Dimension der optischen Regulierung von Ionenka-
n�len mit synthetischen Photoschaltern. Die Anwendung von
AC4, ABCTC und �hnlichen Verbindungen in sinnesphysio-
logischem Kontext wird zurzeit aktiv untersucht.

Eingegangen am 26. M�rz 2013,
ver�nderte Fassung am 9. Mai 2013
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